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摘要:为了研究文蛤抗癌多肽对肝癌细胞抑制作用的蛋白表达差异,寻找并鉴定差异蛋白质,探讨多肽抑制肝癌细胞的
作用机理, 本文通过双向电泳、考马斯亮蓝染色、M elan ie 4双向软件分析、质谱技术 ( MALD I-TOF-MS)和数据库检索分析
多肽作用 SMMC-7721后的差异蛋白质. 利用差异蛋白质组方法分析了抗癌多肽对肝癌细胞 SMM C-7721抑制后的蛋白
变化, 找到差异点并进行了质谱鉴定 ( MALDI-TOF-MS). 结果表明,通过对差异蛋白功能的分析,推测抗癌多肽可能引起
了肝癌细胞的凋亡, 为进一步的抗癌多肽抑制肝癌细胞作用的研究提供了理论基础.
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1. 1 材  料
肝癌细胞株 SMMC-7721购自上海细胞所细胞库,
由厦门大学生命科学学院细胞生物学实验室培养传
代.实验组为加入 5 Lg /m l的文蛤多肽处理 1. 5 d. 超
纯尿素 ( urea), 丙烯酰胺 ( acry lam ide), 甲叉-双丙烯酰
胺 ( N, Nc-methyleneb isacrylam ide)购自 B IOASIA. Triton
x-100购自华美公司. 十二烷基磺酸钠 ( SDS ), 二硫苏
糖醇 ( DTT ), CHAPS,四甲基乙二胺 ( TEMED)和过硫
酸铵购自上海生工. 低熔点琼脂糖购自 B IO BAS IC
公司 . 两性电解质 ( Ampho line ) pH 5-8购自 Am er-
sham B iosc ince公司. H ccA购自 Fluka公司. 考马斯
亮蓝 G 250购自 S igm a公司. 其它试剂均是国产分
析纯.
1. 2 实验方法





细胞裂解悬液转移到 1mL离心管中,室温震荡 1 h,置
于 15 e 以 15 000 g离心 1 h.离心后取上清分装保存
在 - 80e .制备的样品用 Bradfo rd法测蛋白浓度 [ 3] .
1. 2. 2 第一向等电聚焦胶电泳 ( IEF)
自制胶条采用 pH范围在 3~ 10和 5 ~ 8的两性
电解质载体混合.具体方法见文献 [ 4]. 电泳结束后将
胶条取出平衡 30m in,转移到二向进行 SDS-PAGE.
1. 2. 3 第二向 SDS-PAGE电泳
采用不连续 SDS-PAGE 12. 5%的分离胶和 4%的
浓缩胶,用水饱和正丁醇封胶. 将胶条转移后用 0. 5%
# 84 # 厦门大学学报 (自然科学版 ) 2008年
的低熔点琼脂糖溶解到平衡液中作为固胶液固定. 电
泳采用恒流每块胶在浓缩胶时为 10 mA, 当进入分离
胶后加大到每板 20 mA. 待溴酚蓝跑到离胶底边缘 1
cm处停止电泳,取胶进行染色.
1. 2. 4 染色及扫描
采用胶体染色检测, 凝胶放入固定液中固定 2 h,
在 G250染色液中染色 24~ 48 h.脱色及终止.试剂及
步骤参看文献.凝胶用 pow erlook III扫描仪进行扫描,
对照组及实验组样品均重复 3次.扫描结果用 me lanie
4双向电泳分析软件分析.对图像进行光滑处理,背景
消减, 斑点检测, 匹配等操作. 以蛋白点的相对体积作
为参考因素,相对体积相差两倍的点作为差异点.
1. 2. 5 差异蛋白质点的肽质量指纹分析
将选取的差异蛋白质点在图像上做好标记. 用枪
头将考染蛋白点切下置于 1. 5 mL Eppendorf管中, 用
含 50% CH 3CN和 50 mmo l/L NH 4HCO3的溶液进行
脱色. 重复 3次直至胶粒无色. 去上清加入 100%
CH 3CN溶液脱水重复 3次. 胶粒真空离心干燥, 加入
60~ 70 LL DTT, 57e 置于恒温水浴锅 1 h.去上清加入
40 LL碘乙酰氨进行烷基化,避光 1 h.吸出上清液, 加
入 50% CH3 CN和 50 mmo l/L NH 4HCO 3溶液反复吸涨
3次,加入 100% CH 3CN脱水 3次. 胶粒真空离心干
燥.加入 5 ~ 8 LL胰蛋白酶液, 0 e 冰盒中放置 30
m in,待酶液完全被吸收,补充 25 mmo l/L NH 4HCO3 5
~ 8 LL, 37e 保温 6~ 15 h. 将萃取液吸出加入到另一
Eppendorf管中保存, 向含有胶粒的 Eppendorf管中加
入 25mmo l/L NH4HCO3振荡室温放置 10 m in重复一
次,上清液吸出合并. 加入 5% 三氟乙酸 ( TFA ) 50%
CH 3CN溶液, 振荡,室温放置 10m in重复一次,与上述
萃取液合并.加入 100% CH 3CN,振荡,室温 5m in重复
一次合并上清.合并以上 6步萃取液,真空离心干燥直
至管中无液体. 加入 0. 5% TFA 40% CH3 CN溶液 2
LL溶解,取 1 LL溶解液与 1 LL饱和基质 A-氰基肉桂
酸 (HCCA )混匀. 用基质辅助激光解析电离飞行时间
质谱 (MALD I-TOF-M S)进行分析, 获得肽质量指纹图
谱.
1. 2. 6 质谱结果检索
通过搜索引擎 M asco t进行查询. 查询参数: 物种
选择人类 [ Homo sap iens( hum an) ] ;胰蛋白酶水解; 漏
切位点选择为 1; 固定修饰选择 Carbam idom ethyl( C ),
可变修饰选择 Ox idation (M ); 肽片段相对分子质量误
差 ? 1u;质量类型 MH +和单同位素.进行查询时,对照
杂峰表对干扰峰进行去除,查询结果以分值表示.分值





似,大部分蛋白点分布在以 pH 4~ 10和 M r 20~ 97 ku





普遍的还原剂.利用 me lanie 4蛋白图谱分析软件的识
别的斑点数分别为:对照组蛋白图谱斑点为 725 ? 36,
实验组图谱蛋白数为 657 ? 10. 通过蛋白图谱分析软
件分析观察, 确定了 136个差异点. 对比对照组图谱,
经文蛤抗癌多肽作用后的蛋白图谱有 96个蛋白点表
达下调, 40个蛋白点表达上调,如图 1所示.
  图 1 文蛤抗癌多肽作用肝癌细胞 SMMC-7721双向电泳图谱 (考染 )
A.未经多肽处理的细胞蛋白图谱;  B.多肽处理后细胞蛋白图谱
  F ig. 1 Coom ass ie blue- sta ined 2-DE ge ls loaded w ith Ant-i cancer peptide from theM ercenaria SMMC-7721 ce ll extracts
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  图 2 文蛤抗癌多肽作用肝癌细胞 SMMC-7721前后的差异点
A.对照蛋白点 ;  B.多肽作用后蛋白点
  F ig. 2 Differential pro te ins be tw een SMMC-7721 and SMM C-7721 treated w ith ant-i peptide
A. pro te ins of SMMC-7721;  B. pro te ins of SMMC-7721 treated w ith ant-i peptide








个点的相对体积 (% vo l) ,即该点转换成体积后的值与
该图谱总的点的体积之和的比值. 相对体积相差 2倍
以上的点经重复比较确认后确定为差异点.通过软件
将点的 vo l(体积 )值换算成相对值 (% vo l)可以更准确
反映出该蛋白的表达量,消除了因上样量或染色的不





去除杂质峰、胰酶内切峰和基质峰, 通过 masco t搜索
系统检索 NCB I、MSDB、Sw issPro t等数据库鉴定蛋白
质. 鉴定结果以分数表示, 当分数超过阈值 ( p < 0.
05)表示鉴定结果可信.差异蛋白的鉴定结果显示, 经
文蛤抗癌多肽作用肝癌细胞后产生的差异蛋白有与信
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D ifferential Proteom ic Analysis of Inhinbtion of Ant-i cancer Peptide
from theMercenaria on Hepatocellular Carcinoma
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Abstract: To research differen ial expression s of prote ins in re spon se to effect of An t-i cancer peptide from theM ercenaria on hepatocellu lar
carcinom a ce ll line SMMC-7721and d iscu ss them achanism of effec t of an t-i cancer peptide. Tw o dmi ensional po lyacry lam ide ge l elec trophore-
sis, coom assie brillian t blue stain ing, m elanie 4 2DE softw are analysis, peptide m ass fingerpr inting based on m atrix assisted laser de so rption
tmi e of flightm ass spectrom etry(MALD I-TO F-M S) w ere u sed to analyze differen tial proteins betw een SMMC-7721 and SMM C-7721 trea-
ted w ith an t-i peptide. D ifferen tial proteinsw ere iden tified. Some of them w ere signal transduction prote ins such asRas-re lated proteinM-Ras
and ROR2, ER-elicited respon se prote in GRP78, TCP-1-be ta and PD IA5, nuc leu s L am ina pro tein Lam in A and other proteins such as alpha
1 typeX III collagen isoform 4, A lpha-enolase and Z inc finger prote in 57. Fuction of the se differential protein s show s that the an t-i peptide
m aybe induce SMMC-7721 cell line to apop to sis. The researchw ill be usefu l to fu rther study of the effects of an ticancer peptide fromM ercena-
ria on the SMMC-7721 ce lls.
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